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Procede de preparation de polypeptides blologiquement actifs, polypeptides obtenus et compositions les contenant. 

© La presente invention concerne un procede de prepara- 
tion de polypeptides biologiquement actifs par hydrolyse de 
substances naturelles en milieux aqueux, caracterise en ce 
qu'il comporte les etapes suivantes: 

a) on prepare un homogeneisat aqueux de substances 
naturelles. 

b) on realise I'hydrolyse enzymatique avec un agent d'hy- 
drolyse comportant de I'alpha-chymotrypsine, 

c) on separe de I'hydrolysat une fraction comportant les 
polypeptides de poids moleculaire determine et on 
recueille cette fraction. 

Elle concerne egalement les polypeptides obtenus et les 
t— compositions les contenant qui sont utiles pour leurs actions 
^ sur les cellules in vivo et/ou in vitro. 
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La presente invention concerne des polypeptides 
biologiquement actifs, un precede pour leur preparation 
et les compositions Lis contenant. 

Les extraits d'organes ou de tissus d'animaux ou 
de microorganisn.es sont connus depuis longtemps pour leur 
pouvoir de regeneration de la peau et sent utilises en 
cosm<atologie et en phaamacie dermatologique . 

Toutefois, cc:s extraits sont souvent prepares 
par des techniques cor.duisant a des produits dif f icilement 
reproductibles et de composition variable, en particulier 
lorsgue ces precedes inpliquent des thermodegradations comme 
cela est decrit, par e::emple, dans le brevet frangais 
n° 2 472 385. 

Ces variatiors dans la nature et la structure 
15 des composants des extraits ainsi prepares influent, bien 
entendu, sur leurs activites qui sont, elles aussi, diffi- 
cilement reproductible^ . 

Par ail leurs, l'activite de nombreux extraits, 
obtenus par des precedes connus a partir d'organes ou de 
tissus d'animaux ou de microorganismes sur la regeneration 
de la peau est limiteo en raison de la presence dans ces 
extraits de quantite plus ou moins iiaportante de substances 
possedant une action nitostatique , voire toxique, vis-a-vis 
des cellules de la peau. 

25 Les Etudes :oursuivies par la Demanderesse lui 

ont permis de mettre au point la possibility d'obtenir des 
polypeptides possedant. des proprietes particulierement utiles, 
notamment en dermatol ;gie , en cosmetique et pour les cultures 
de cellules, tout en i ritant des effets mitostatiques ou 

30 cytotoxiques. 

En effet, lc. presente invention concerne des poly- 
peptides caracteris^s an ce qu'ils sont obtenus par hydrolyse 
enzymatique de substances biologiques naturelles au moyen 
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de l'alpha-chymotrypsin seule ou aasociee a un autre 
enzyme proteolytique telle que la trypsine. 

Pour la description de la presente invention, on 
entend par l'expression "substances biologiques naturelles" 
des macromolecules, generalement des proteines, presentes 
dans des organismes vivants, par exemple des organes ou 
tissus animaux, des fluides biologiques ou des microorga- 
nismes . 

Les essais realises par la Demanderesse ont montre 
que les polypeptides obtenus par le precede de 1' invention 
posseaaient une grande activite biologique, en particulier 
sur la multiplication des cellules de la peau in vitro, 
telles que f ibroblastes , melanocytes ou keratinocytes , leur 
protection contre certaines agressions telles que les rayons 
ultra-violets, et, in vivo, sur la restructuration de la peau et 
la prevention de son vieillissement actinique ou naturel. 

Ces essais ont roontre, en outre, que 1* activite bio- 
logique de ces polypeptides iStait, de facon inattendue, gene- 
ralement et significativeroent plus importante que celle des 
produits d£ja connus et utilises pour des applications iden- 
tiques. 

En outre, et de fagon tout aussi inattendue des essais 
realises sur cultures de cellules de la peau par la Deman- 
deresse ont montre que les polypeptides selon 1* invention ne 
presentent generalement aucune cytotoxicity , ou une cytoto- 
xicity beaucoup plus faible que celle des extraits connus 
d' organes, de tissus d' animaux ou de microorganismes dont il 
a ete fait mention plus haut. 

De plus, il a ete mis en evidence que certains poly- 
peptides selon 1' invention correspondant a une gamme de 
poids moleculaire determined etaient plus actifs que ceux 
ayant des poids moleculaires inferieurs ou superieurs . 
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C'est pourquoi la pr£sente invention concerne plus 
particuliferement des polypeptides de poids moieculaire 
inferieur h 20 OOO Daltons, et plus particuli&rement 
encore des polypeptides de poids moieculaire inferieur 
k 10 OOO Daltons. 

Le procede de preparation de ces polypeptides bio- 
logiquement actifs par hydrolyse de substances naturelles 
en milieux agueux selon I 1 invention , est caracterise en 
ce qu'il comporte les Stapes principales suivantes : 

a) on prepare un homog^n^isat aqueux de substances 
naturelles , 

b) on realise 1" hydrolyse enzymatique avec un 
agent d f hydrolyse comportant de 1 1 alpha-chymotrypsine , 

c) on recueille 1 * hydrolysat , et 

d) on s£pare de l 1 hydrolysat une fraction comportant 
les polypeptides de poids moieculaire determine et on 
recueille cette fraction. 

La preparation de 1 'homogeneisat aqueux de substances 
naturelles comprend le broyage des matiferes premiferes bio- 
logiques, lorsque celles-ci sont solides. 

De preference, selon l 1 invention, on separe lors 
de l'etape d) ci-dessus, la fraction de 1' hydrolysat compor- 
tant les polypeptides de poids moieculaire inferieur h en- 
viron 20 OOO Daltons, et en particulier de preference 
inferieur & environ 10 OOO Daltons, 

En outre, on peut egalement selon 1' invention, de 
1' hydrolysat ou de la fraction d' hydrolysat ci-dessus, 
eiiminer les polypeptides de poids moieculaires inferieurs 
& environ 1 OOO Daltons . 

Les matiferes premieres biologiques utilisees pour 
la mise en oeuvre du procede selon 1 1 invention sont d'ori- 
gines varices, comme cela apparaltra dans les exemples . 
Elles sont notamment d'origine animale ou issues de 
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microorganismes, et en particulier issues de jeunes animaux 
ou d'embryons. A titre d^xemples donnas uniquement h titre 
indicatif et nullement limitatifs, on citera plus particu- 
liferement comme matiferes : 

- des organes ou des tissus animaux : coeur, rate, thymus, 
peau, cerveau ou foie de bovins, d'ovins ou d'embryons 
bovins ou de poulets, placenta bovin, ovin ou humain, 

- des fluides ou s«§cr<§tions biologiques : s£rum de veau ou 
de boeuf, lait, colostrum, 

- des prolines : prot^ines de tissus conjonctifs (collagfene, 
61astine, r^ticuline, f ibronec t ine ) , prolines fibreuses 
(fibrolne de la soie, k6ratine de poils ou de cheveux) , 
s£r icine , 

- des levures : saccharomyces cerevisiae. 

Lorsque les substances naturelles mises en oeuvre 
sont solides, elles sont de preference broy£es avant 
d'etre hydrolys£es pour obtenir un hydrolysat aqueux. 
l/obtention d'un broyat peut 6tre rdalis^e par des techniques 
connues, en particulier par broyage m^canique et/ou hydrau- 
lique des substances congel^es ou non. 

L" hydrolyse enzyraatique constitue un aspect 
important du procdde, c'est en effet elle qui permet d* ob- 
tenir des polypeptides ayant la caract^ristique structurelle 
6 voqu^e pr6c6demment . 

Pour cette hydrolyse, on utiiisera comme enzyme 
1 1 alpha-chymotrypsine seule ou associ^e h une autre enzyme 
proteolytique telle que la trypsine. 

Ladite association comprendra de preference des 
quantites voisines d 1 alpha-chymotrypsine et de 1* autre 
enzyme proteolytique. 

Cette hydrolyse est mise en oeuvre dans le domaine 
d 1 activity optimum de la ou des enzymes, c'est-&-dire en 
general k une temperature de l'ordre de 3 7°C et h un pH 
maintenu & une valeur proche de 8 , le traitement etant 
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effectu^ de preference sous agitation douce, en general 
pendant 1 heure environ . 

De fagon g6n£rale, la quantity d' enzyme ajoutee ne 
constitue pas un element caractdristigue du procede car 
5 elle peut d£pendre de 1* activity de la ou des enzymes 
utilis^es, et de la nature de la substance utilis^e. A 
titre d'exemple, dans le cas de 1 ' utilisation d'un melange 
alpha-chymotrypsine-trypsine dont 1" activity enzymatique 
est comprise entre 1 OOO et 1 500 unites BAEE/mg de 

10 solide pour la trypsine et entre 500 et 1 OOO unites 

ATEE/mg de solide pour 1 1 alpha-chymotrypsine , la quantity 
d 1 enzyme utilis^e est de 1 1 ordre de 1 ct 4 % en poids par 
rapport au poids d'organe mis en oeuvre , mais plus parti- 
culierement 1 % . 

15 A la fin de cette etape d"hydrolyse, il importe 

en general d'ecarter les elements solides ou susceptibles 
de colmater les filtres et de gener les operations suivantes . 
C'est pourquoi, on preffere effectuer une filtration de type 
filtration sur f iltre-presse . 

20 De meme, un chauffage mod^rd peut permettre d'eiiminer 

certaines matiferes grasses en inactivant en outre les enzymes • 
Ainsi, h la fin de I'hydrolyse et avant filtration sur f iltre- 
presse , l'hydrolysat brut peut 6tre porte en l'espace de 
quelques minutes h une temperature de 80°C h 95°C et y est 

25 maintenu pendant 10 h 15 minutes. On laisse ensuite refroidir 
h temperature ordinaire. On procfede alors comme indiqud plus 
haut, ci la filtration sur filtre presse. 

On obtient une solution dont on eiimine les poly- 
peptides et autres macromol^cules de poids moieculaires 

30 sup^rieurs & une valeur d^termin^e en utilisant par exemple 
une membrane de filtration ayant un "seuil de coupure" de 
20 000 D ou de 10 000 D ("cut off" 20 OOO ou 10 OOO) . 
On recueille le filtrat obtenu . 
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Suivant une variante du present procede, on 
Goumet ledit filtrat a une filtration supplementaire 
pour eilminer lee peptides de faible poids moieculaire, 
en particulier on effectue une filtration au moyen d'une 
membrane a "seuil de coupure" 1 OOO D et on conserve le 
retentat. 

Bien entendu, il est possible d'utiliser d'autres 
proc^dds de separation qui permettent de select ionner des 
poids moieculaires . 

Enfin, les polypeptides obtenus par le procede 
selon 1' invention peuvent 6tre sterilises, par exemple 
par autoclavage, par filtration sterilisante ou par tyn- 
dallisation. Les produits peuvent egalement 6tre lyophilises. 

Les polypeptides selon 1' invention sont utiles 
pour leur action sur les cellules. 

C'est pourquoi, la presente invention concerne les 
compositions utiles pour leurs actions sur les cellules 
in vivo et/ou in vitro , caract6ris6es en ce qu'elles corapor- 
tent une quantity biologiquement active de polypeptides selon 
1* invention ou obtenus par le procede de 1* invention et un 
support acceptable . 

La presente invention concerne plus particuliferement 
les compositions cosmetiques, les compositions a usage topique 
externe, en particulier dermatologiques , et les compositions 
destinies a la mise en oeuvre de cultures cellulaires. 

En effet, ces polypeptides agissent au niveau des cellules 
de la peau telles que f ibroblastes , melanocytes ou kdratinocytes , 
en particulier au niveau de la stimulation du metabolisme cellu- 
laire et de 1' activation de la replication des cellules, ce qui 
les rend interessantes par exemple dans 1' activation de la cica- 
trisation cutanee, dans la prevention du vieillissement et dans 
la reparation des dommages caus6s aux cellules, en particulier 
par les rayonnements ultra-violets, et en general en cosme- 
tologie et en dermatologie 
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Les propri^tes des polypeptides selon 1" invention 
peuvent egalement §tre mises a profit dans les milieux de 
culture de cellules animales. Ces polypeptides favorisent 
la croissance des cellules et peuvent remplacer le serum 
de veau en tout ou partie . 

En outre, l'activite des polypeptides selon 1» invention 
peut etre renforcee en associant h d'autres composes biologi- 
quement actifs, par exemple des vitamines telles que vitamine A, 
vitamine E ou leurs derives, des hydrolysats de proteines telles 
que l'elastine ou le collagene. La presente invention comprend 
done aussi les compositions comportant de telles associations. 

D' autre part, les polypeptides, selon 1' invention 
ou lesdites associations peuvent etre avantageusement pre- 
sentes sous des formes particulieres permettant d'en deve- 
lopper l'activite. Par exemple, on peut encapsuler ces poly- 
peptides ou associations dans des liposomes. On obtient 
ainsi des compositions qui sont de facon inattendue signi- 
ficativement plus actives que lesdits polypeptides ou asso- 
ciations a l'etat libre . 

Les supports sont en particulier des supports cos- 
metiques ou pharmaceutiques connus de l'homme de metier. 

Par exemple, on peut preparer des cremes oxygenantes 
pour la peau, des cremes cicatrisantes , des cremes regene- 
rantes, des lotions de traitement capillaire des cremes 
anti-rides, des lotions apres-rasage, des produits solaires, 
des laits apres-soleil reparateurs et des cremes anti- 
erythemes ou des laits et cremes pour le corps. Bien entendu, 
les compositions selon la presente invention peuvent compor- 
ter d'autres principes actifs ayant une activite de m§me 
type ou une activite complementaire . 

Les exemples ci-apres ,donnes seulement a titre indi- 
catif sans etre pour autant limitatifs, permettent de faire 
mieux comprendre les caracteristiques et avantages de la 
presente invention. 
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EXEMPLE 1 : 

Pej gtldes de thymus de veau (rjfjrence Ex 1) obtenus apres 
h ydrolvse par 1 ' alp ha-chvmotrypsine 

On hache et broie le plus finement possible, en pre- 
B ence de 4 litres d'eau demineralisee , 1 kilogramme de 
thymus de veau fraichement preleves dans des conditions 
aseptiques. 

Le tout est homogeneise apres 1« addition de 0,6 grarcmes 
de chlorure de calcium. Le P H de la suspension obtenue est 
a juste a 8 par une solution de soude a 40 % , et on chauffe 
pour amener la temperature a 37°C environ. On ajoute alors 
0 2 litres d'une solution aqueuse a 5 % en poids d'alpha- 
chymotrypsine pour provoquer 1'hydrolyse des protexnes. 

L' hydroxy se est poursuivie pendant 3 heures en nonte- 
nant la temperature a 37'C et le pH a 8 sous agitation douce, 
puis on chauffe a 80*C pendant 15 minutes. On laisse refroxdxr 
a temperature ordinaire (23°C environ). 

La suspension obtenue est d'abord filtree sur filtre- 
presse, puis le filtrat est ultra-filtre sur membrane 
"cut off" 10 OOO. L'ultra-filtrat est sterilise a 1'autoclave 
a 110°C pendant 20 minutes. Cette sterilisation n'est pas 
necessaire si on a opere precedemment dans des conditions 
steriles. 

La quantite d'extrait sec dans la solution de peptides 
obtenue est de 30 g/litre. 

EXEMPLE 2 : 

Peptides de th ymus de v e ^ (rjfjrence Ex 2) , obtenus apres ,_ 
hyrlrol yse par un melange al p ^-r.hvmotryp.s i ne-trypsine 

On opere comme dans l'exemple 1, a partir d 'un kilo- 
gramme de thymus de veau, avec comme agent d' hydroxy se 
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0,2 litres de solution aqueuse a 5 % en poids d'un melange 
contenant des quantites voisines d 1 alpha-chymotrypsine et 
de trypsine. 

La solution finale de peptides a une teneur en extrait 
sec de 40 g/litre. 

EXEMPLE 3 : 

Peptides de coeur de boeuf (r£f£rence Ex 3) obtenus apres 
hvdrolyse par un melange a lpha-chvmotrvps ine-tryps ine 

On opere comme dans l'exemple 2, a partir d'un 
kilogramme de coeur de boeuf fralchement preleve dans des 
conditions aseptiques, en utilisant le meme melange d' enzymes. 

La solution finale de peptides a une teneur en extrait 
sec de 60 g/litre. 

EXEMPLE 4 : 

Peptides de tissu placentaire humain (r<*f£rence Ex 4) obtenus 
apres hydrolyse par 1 \ alpha-chymot rypsine 

On opfere comme dans l'exemple 1, a partir d'un kg 
de placenta humain fralchement recueilli et debarass£ tota- 

lement du sang. 

La solution finale de peptides a une teneur en extrait 

sec de 40 g/litre. 
EXEMPLES 5 et 6 : 

Peptides de tissu placentaire humain (reference Ex 5 et Ex 6) 
obtenus apres hvdrolyse par un melange alpha-chymot rvpsine- 
trypsine 

On opere comme dans l'exemple 2, a partir d'un kg 
de placenta humain fralchement recueilli et debarrasse tota- 
lement du sang, on obtient une solution de peptides de poids 
moleculaire ne depassant pas 10 OOO Daltons, que l'on ste- 
rilise a l'autoclave (reference Ex 5) . 
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Sur une partie de la solution ci-dessus, on 
effectue une ultra-filtration supplementaire sur menvbrane 
"cut off" 1 000. L'ultra-f iltrat est ^limine. Le retentat 
obtenu, qui sera sterilise, est une solution de peptides 
dont les poids moleculaires sont compris entre 1 OOO et 
10 OOO (reference Ex 6) . 

Le poids d'extrait sec de la solution de peptides 
avant la derniere ultra-filtration (solution Ex 5) est de 
40 grammes par litre, celui du retentat apres cette 
ultra-filtration (solution Ex 6) est de 30 grammes/litre. 

EXEMPLE 7 : 

Peptxdes de serum de boeuf (reference Ex 7) obtenus 
apres hydrolvse par 1* alpha -chymotrypsine 

On opfere comme dans l'exemple 1 avec 5 litres 
de serum de boeuf preleve dans des conditions aseptiques 
dont on ajuste le pH a 8 par une solution de soude a 
40 %. 

La solution finale de peptides a une teneur en 
extrait sec de 60 grammes par litre. 

EXEMPLES 8 a 10 

Peptides de serum de boeuf (references Ex 8, Ex 9, Ex 10) 
obtenus apres hydrolyse par un melange alpha-chvm otrvpsine 
trypsine 

On opere comme h l'exemple 7, a partir de 
5 litres de serum de boeuf, preleves dans des condi- 
tions aseptiques avec comme agent d' hydrolyse 0,2 litres 
d'une solution aqueuse enzymatique identique a celle 
employee dans l'exemple 2. On obtient une solution de 
peptides de poids moleculaire ne depassant pas 10 OOO 
Daltons que l'on sterilise a l'autoclave (reference Ex 8). 
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Une partie de la solution ci-dessus sublt une 
ultra-filtration Buppl£mentaire sur membrane "cut off H 
1 OOO. L'ultra-f lltrat et le r£tentat sont st<$rilis£s h 
1' autoclave. Le premier contient des peptides de poids 
5 mol^culaire inf6rieur h 1 OOO (reference Ex 9), le second 
des peptides de p. m. compris entre 1 OOO et 10 OOO 
(reference Ex 10) . 

Les extraits sees pour les solutions obtenues sont 
respectivement : 
lO ~ solution Ex 8 : 50 g/litre, 

- solution Ex 9 : 10 g/litre , 

- solution Ex 10 : 40 g/litre. 

EXEMPLE 11 : 

Peptides de Saccharomyces cerevisiae (reference Ex 11) , 
15 obtenus aprfes hydrolyse par un melange alpha-chymotryp sinp- 
trypsine 

Les levures contenues dans 50 ml d'une suspension 
aqueuse concentr£e par centrif ugation , sont broy£es au moyen 
d'un homog£n6iseur hydraulique en presence de 500 ml d'une 

20 solution tampon h pH 7,5. Ce broyat est port£ h. 37°C, et 
on effectue alors une hydrolyse enzymatique par addition 
de 20 ml de la solution aqueuse d 1 enzymes utilis^e h 
l'exemple 2. La temperature est maintenue h cette valeur 
pendant une heure. A la fin de 1" hydrolyse, le melange est 

25 ultra-filtre sur membranes "cut off" TO. OOO. 

L'extrait sec de la solution finale de polypeptides 
est de 30 grammes par litre. 



EXEMPLES 12 et 13 : 

Peptides de thymus de veau ou de serum de boeufs encapsuies 
30 dans des liposomes (respectivement ref Ex 12 et Ex 13 ) 

La preparation de liposomes est effectu^e selon le 
proc^dd decrit dans le brevet francais n° 2 521 565. 

On dissout 90 grammes de l^cithine et 10 grammes 
de cholesterol dans 1 litre de dichloromd thane . La solution 



obtenue st atomisee dans un courant d'air chaud h 60«C. On 
obtient TOO grammes d'une poudre lipidiqu qui est dispense 
par agitation mecanique dans 2 litres d'une solution aqueuse 
contenant 0,15 °/co d'extrait sec de peptides de thymus de 
veau obtenus selon l'exemple 2 ou de peptides de serum de 
boeuf obtenus selon l'exemple 7. On obtient une suspension 
de liposomes dont on ameliore la stabilite par le precede 
decrit dans la demande de brevet francais n° 2 534 487 , 
consiatant essentiellement a homogeneiser ladite suspension 
de liposomes dans un homogeneiseur sous pression pendant 
15 minutes a 300 bars et a un debit de 50 litres par heure . 

On obtient ainsi une suspension homogene de liposomes 
contenant les peptides de thymus de veau (Ex. 12) , ou les 
peptides de serum de boeuf (Ex. 13) , La taille moyenne de 
ces liposomes est de 100 nanometres. 

EXEMPLE 14 : 

Composition contenant des p e ptides de coeur de boeuf et 
des hydrolvsats d'elastine et de collagene (ref . Ex 14) 
On prepare une solution aqueuse dont la composition 

est la suivante : 

- peptides de coeur de boeuf en solution aqueuse a 

3 % en poids d'extrait sec (Ex 3) selon l'exemple 3 33 ml 

- hydro ly sat d'elastine • 1 9 

- hydrolysat de collagfene • • 1 9 

- Eau distillee qsp • 100 ml 

EXEMPLE 15 : 

Activite des peptides selon 1' invention sur la multiplica- 
tion de fibroblastes en culture 

Des tests ont ete realises sur des cultures de fibro- 
blastes dans un milieu M.E.M. (milieu minimum de Eagle - 
GIBCO® ), en presence ou non de peptides selon 1' invention, 
pour mesurer 1' activite multiplicatrice de ces peptides. 
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Lee peptides et compositions de peptides selon 
1* invention ont ete testees. En outre, h titre comparatif, 
les peptides suivants ont egalement etc" testes : 

- peptides de serum de boeuf (reference SBT) obtenus apres 
hydrolyse par la trypsine seule selon le procede* d<Scrlt 

& l'exemple 7 ci-dessus dans lequel on a reraplac^ l'alpha- 
chymotrypsine par une quantity de trypsine presentant la 
meme activity enzymatique exprimee en unites BAEE/mg de 
solide. Extrait sec : 30 mg/ml ; 

- peptides de thymus du commerce (reference TPP) prepares 
par extraction aqueuse d'un broyat de thymus, suivie de 
1 'elimination des substances de haut poids moleculaire 

Le tableau 1 presente les resultats de ces tests. 

Les extraits ont 6t6 gvalu^s comme trfes actifs (xxx), 
actifs (xx) , ou moyennement actifs (x) . 

Par rapport k un extrait du commerce de meme ori- 
gine, les extraits selon 1* invention sont plus actifs (Ex1 
et TPP) . 

L'ajout d'alpha-chymotrypsine au systfcme enzyma- 
tique permet d'augmenter l'activite (Ex 8-RRT) . 

L* elimination des polypeptides de faible poids mo- 
leculaire ( < 1000 D ) permet d'augmenter 1' activity des 
extraits (Ex 5-Ex 6) . 

On remarque que 1 'association de peptides selon 
1' invention, tels que ceux de coeur de boeuf avec des hydro- 
lysats d'elastine et de collagene , ameliore encore l'acti- 
vite (Ex 14, Ex 3) . 

II apparait done clairement, que les peptides selon 
1' invention favorisent la regeneration cellulaire. 
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TABLEAU 1 



REFERENCE 


ORIGINE DES SYSTEME (1) 
PEPTIDES ENZYMATIQUE 


POIDS 
MOLECULAIRE 

(PM) 


ACTIVITE 


Ex 1 


Thymus de veau 


A 


< 10 OOO 


XXX 


Ex 3 


Coeur de boeuf 


B 


< 10 OOO 


X 


Ex 4 


Placenta numain 


t\ 

A 


< 10 OOO 


XXX 


Ex 5 


Placenta humain 


B 


< io OOO 


XX 


Ex 6 


Placenta humain 


B 


10 3 <PM<10 4 


XXX 


Ex 8 


S^rura de boeuf 


B 


< IO OOO 


XX . 


Ex 11 


Saccharomyces 
Cerevisiae 


B 


< IO OOO 


X 


Ex 14 


Coeur de boeuf 
+ elastine 
+ collagene 


B 


£ in non 


AAA 


SBT 


S£rum de 
boeuf 


C 


< 10 OOO 


X 


TPP 


Extrait de 
thy rau s de 
veau du com- 
merce j/ 






X 



( 1 ) hydrolyse enzymatique effectu^e avec : 
A = alpha-chymotrypsine seule 

B = melange equiactif d 1 alpha-chymotrypsine et de trypsine 
C = trypsine seule 
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EXEMPLE 16 x 

Protocole des teste de 1' xemple 15 

On realise dans trois groupes numdrotds de 1 h 3 , 
5 de trois boites de P6tri des cultures de fibroblastes bous- 
cutan^s de souris, dans 2 millilitres d'un milieu M.E.M. 
(Milieu Minimum de Eagle) GIBCO additionn^ de 100 micro- 
grammes par millilitre de streptomycine et lOO UI par milli- 
litre de p^nicilline. Le nombre de cellules k l'ensemence- 
10 ment est de 50 OOO cellules par millilitre. 

Dans les boites n° 1 et n° 2 on ajoute 5 % en poids 
de s^rum de veau total et dans les boites n° 3 , on ajoute 
2,5 % en poids de s6rum de veau total. 

Puis on remplace dans les boites n° 1 les 2 milli- 
15 litres de milieu (contenant les 5 % de s£rum de veau) par la 

mSme quantity de milieu frais MEM additionnd de 2/5 % en poids 
de s£rum de veau total et de 1 % en poids d'une solution de 
peptides h tester . 

Dans les boites 2 et 3, boites t^moin, on remplace 
20 ^galement les 2 millilitres de milieu par la m£me quantity 
de milieu frais MEM additionn£ respectivement de 5 % et de 
2,5 % en poids de adrum de veau total . 

Pour tout ces tests, la concentration en polypep- 
tides est d 1 environ 0,2 g/1. 
25 Toutes les boites sont alors plac^es dans des 

conditions optimales de culture (37°C ; 5 % en C0 2 ; 98 % d* hu- 
midity relative) . 

Aprfes trois jours, on traite les cultures h la 
trypsine pour ddcoller les cellules et on ddnombre les cel- 
30 lulee dans chaque boite pour ^valuer l 1 activity. 
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EXEMPLE 17 : 

Activity de* peptides g elon 1' invention sur la reparation 
de fibrobl^stes irra dlees par des rayons ultra-violets 

Le test est effectue sur une duree de cinq jours. 
L5 premier jour, on ensemence avec 70 000 fibroblastes sous- 
cutanes de souris trois groupes de trois boites de Petri, 
numerotes de 1 a 3 , contenant du milieu M.E.M. (GIBCO ) 
additionne de 2,5 % en poids de serum de veau. Las boites n° 3 
contiennent, en outre ,1 % en poids de la solution aqueuse 

des peptides a tester. 

Le B boites n° 1 et n° 2 sont des boites temoin. 

Les trois groupes de boites sont ensuite places pendant 
24 heures a l'etuve a 37 °C sous atmosphere de gaz carbo- 
nigue . 

Le deuxieme jour, on rince les boites par une 
solution tampon au phosphate monosodique a 1,8 %, ne 
contenant ni calcium ni magnesium, puis on expose les 
boites n° 2 et 3 en presence de la solution PBS, a un 
rayonnement ultra-violet UV de 300 nanometres de longueur 
d'onde, et de 0,1 milli-Watt/cm d'energie. 

La duree d' exposition est de 75 secondes qui, pour 
les boites temoin n° 2 correspond dans ces conditions a la 
mort de 50 % des cellules. Apres cette irradiation, la so- 
lution saline est remplacee par du milieu de culture 
M E.M. additionne de 2,5 % de serum de veau, la bolte n° 3 
contient, comme la veille la mime quantite (1 %) de solu- 
tion de peptides a tester . On remplace egalement dans les 
boites temoin n° 1, qui n'ont pas ete irradiees, la solution 
de rincage par du milieu M.E.M. additionne de 2,5 % de 
serum de veau. Les trois groupes de boites sont a nouveau place 
a l'etuve a 37 °C, sous atmosphere de gaz carbonique 

pendant 72 heures. 

A 1* issue de cette periode, le milieu de culture 
est elimine. On traite les cultures a la trypsine pour 
decoller les cellules et on effectue une numeration dans 
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chaque boite. Les activity ont £t£ ausBi €valu6es t 
trfes actif (xxx) , actif (xx) , moyennement actif (x) , non 
actif (-) . 

Les r^sultats sont rapport^s au tableau 2 ci- 

aprfes . 

D'aprfes ces rdsultats, il apparait done clairement 
que les peptides selon 1" invention favorisent la reparation 
des effets nefastes des UV. 

• L'emploi d f alpha -chymotrypsine pour la preparation des 
peptides est b£n£f ique (comparaison avec SBT) . 

. L* elimination des polypeptides de faible poids moieculaire 
(< 1 OCX) D) permet d'augmenter 1* activity des extraits. 
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TABLEAU 2 



R6 f 6rence 


Oriqine des 


Enzyme 


(11 PM 


Concen- 


Activity 




peptides 




Dalton 


tration C 




Ex 2 


thynus 
de veau 


B 


< 1Q 4 


0,4 


XX 


Ex 3 


coeur de 
boeuf 


B 


•1 


0,6 


X 


Ex 7 


s^rum de 
boeuf 


A 


tf 


0,6 


X 


Ex 8 


s£rum de 
boeuf 


B 


tf 


0,5 


XX 


Ex ID 


s^rum de 
boeuf 


B 


icr k icr 


0,4 


XXX 


EX 14 


coeur de 

boeuf 

+ d las tine 

+ collagfene 


B 


< 1G 4 


0,1 


XXX 


SBT 


sdrum de 
boeuf 


C 


M 


0,3 





(1) hydrolyse enzymatigue ef fectu6e avec : 
A = alpha-<±iynotrypsine seule 

B = melange equiactif d 1 alpha^ynotrypsiiie et de trypsin 
C - trypsine seule 
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EXEMPLE 16 

Gel. cicatrisant % en 

poids 

. Solution aqueuse de peptides de s£rum 

de boeuf, selon I'exemple 8 10 % 

• Excipient pour gel de CARBOPOL , qsp 100 % 



EXEMPLE 19 
Cr$me de soins 



. Suspension aqueuse de liposomes 

encapsulant des peptides de thymus de 

veau, selon I'exemple 12 
. Excipient £mulsionn£ huile dans eau, qsp 

La crfeme obtenue, utilis^e h raison d'une 
application quotidienne, am^liore l f 6tat de surface de 
la peau. 

EXEMPLE 2Q 
Gel r£g£n£rant 



. Suspension aqueuse de liposomes 

encapsulant une composition h base de 

peptides de coeur de boeuf, selon 

I'exemple 14 
. Excipient pour gel de CARBOPOL 0 , qsp 

Le gel obtenu est particuliferement avantageux 
pour r£g6n£rer les peaux pr^maturdment vieillies par les 
rayons ultra -violets . 



% en 
poids 



25 % 
100 % 



% en 
poids 



20 % 
lOO % 
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EXEMPLE 21 

La It pour le corps % en 

poids 

. Solution aqueuse de peptides de 

Saccharomyces cerevisiae, selon l'exemple 11 10% 
. Excipient, qsp 



100 % 



EXEMPLE 22 

Creme de nuit % en 



. Solution aqueuse de peptides de tissu 

placentaire, selon l'exemple 4 
. Excipient emulsionn£ eau dans l'huile, qsp 100% 



poids 
5 % 



5 % 



EXEMPLE 23 

Composition pour milieux de culture cellulaire % e n 

poids 

Solution aqueuse d'une composition a base 
de peptides de coeur de boeuf, selon 
1 ' exemple 1 4 

Milieu M.E.M.® (Minimum Eagle Medium) 95 % 

Cette composition peut Stre avantageusement utilisee 
pour la culture de f ibroblastes . 

EXEMPLE 24 

Lait bronzant % en 

poids 

. Solution aqueuse de peptides de coeur 

selon l'exemple 3 10 % 

1 % 

. Acdtate de vitamine E 

Excipient emulsionne huile dans eau, qsp 100 % 
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REVINDICATIONS 

1 . Procede de preparation de polypeptides 
biologiquement actifs par hydrolyse de substances naturelles 
en milieux aqueux, caracterise en ce qu'il comporte les 
Stapes suivantes : 

a) on prepare un homogeneisat aqueux de substances naturelle 

b) on realise 1' hydrolyse enzymatique avec un agent d' hydro- 
lyse comportant de 1 ' a-chymotrypsine , 

c) on recueille 1 * hydrolysat , et 

d) on separe de 1' hydrolysat une fraction comportant les polypeptides 
de poids moleculaire determine et on recueille cette fraction. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise 
en ce qu'a l'etape d) , on separe la fraction comportant 
les polypeptides de poids moleculaire inferieur a environ 
20 OOO Daltons. 

3. Procede selon la revendication 1 ou 2, 
caracterise en ce qu'a l'etape d) , on separe la fraction com- 
portant les polypeptides de poids moleculaire inferieur a 
environ 10 OOO Daltons. 

4. Procede selon l'une des revendications 1 a 

3, caracterise en" ce qu'a l'etape d) , on separe de 1' hydro- 
lysat ou de la fraction d' hydrolysat comportant les poly- 
peptides de poids moleculaire inferieur h une valeur deter- 
minee, la fraction comportant les polypeptides de poids 
moleculaire superieur a environ 1 OOO Daltons. 

5. Procede selon l'une des revendications 1 a 

4, caracterise en ce qu'en outre, avant de separer de 

1' hydrolysat une fraction comportant les polypeptides de 
poids moleculaire determine, on effectue une filtration 
pour eiiminer les particules et agglomerats solides. 
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6. Procede^ selon l'une des revendications 1 & 5, 
caracterise en ce que 1" agent d'hydrolyse est constitue 
seulement par 1 ' alpha-chymotrypsine . 

7. Procede selon l'une des revendications 1 a 5, 
caracterise en ce que 1' agent d'hydrolyse est constitue 

d 'alpha-chymotrypsine et d'une autre enzyme proteolytique . 

8. Procede selon la revendication 7, caracterise 

en ce que 1' agent d'hydrolyse est constitue d ' alpha-chymotryp- 
sine et de trypsine. 

9. Procede selon l'une des revendications 1 a 8, 
caracterise en ce que les substances naturelles sont issues 
de matieres biologiques d'origine animale ou de microorga- 
nismes . 

lO. Procede selon l'une des revendications 1 a 9, 
caracterise en ce que 1 'homogeneisat de substances naturelles 
est prepare a partir de matieres premieres choisies parrai : 

- des organes ou des tissus animaux tels que : 
coeur, rate, thymus, peau, cerveau ou foie de bovins v ou 
d'ovins ou d'embryon bovin ou de poulets, les placentas 
bovins , ovins ou humains, 

- ou des fluides ou secretions biologiques tels 
que le serum de veau ou de boeuf , le lait, le colostrum, 

- ou des proteines telles que les proteines de 
tissus conjonctifs comme le collagene , l'elastine, la reti- 
culine, ou la f ibronectine , les proteines fibreuses comme les 
fibroines de la soie , la keratine des polls ou des cheveux, 

ou la sericine, 

- ou des levures telles que Saccharomyces cerevi- 

siae . 

11. Procede selon l'une des revendications 1 a 10, 
caracterise en ce que 1 'homogeneisat de substances naturelles 
est prepare a partir de thymus de veau, de serum de boeuf, 

de coeur de boeuf ou de placenta humain. 

12. Polypeptides biologiquement actifs obtenus par 
le procede selon l'une des revendications 1 a 11. 
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13. Polypeptides biologiquement actifs selon la 
revendication 12, caractdris^s en ce qu'ils proviennent 
de thymus de veau, de s6rum de boeuf , de coeur de boeuf 
ou de placenta humain. 

14. Polypeptides selon la revendication 12, 
caract^risds en ce qu'ils proviennent de s6rum de boeuf , 
ou de placenta humain et en ce qu'ils ont un poids mol£- 
culaire compris entre 20 OOO Daltons et 1 000 Daltons, 
de pr£f£rence entre 10 000 Daltons et 1 000 Daltons. 

15. Compositions utiles pour leurs actions sur 
les cellules in vivo et/ou in vitro ^ caract^risdes en 

ce qu'elles comportent une quantity biologiquement active 
de polypeptides . selon l'une des revendications 12 h 

14 ou obtenu par proc£d6 selon l'une des revendications 
1 h 11, et un support acceptable. 

16. Compositions cosnuStiques 6elon la revendica- 
tion 15. 

17. Compositions h usage topique externe selon 
la revendication 15. 

18. Compositions destinies k la mise en oeuvre 
de cultures cellulaires selon la revendication 15. 

19. Compositions selon l'une des revendications 

15 & 18 caract6ris6es en ce qu'elles comportent en outre 
du s € rum de veau. 

20) Compositions selon l'une des revendications 
15 h 19, caract6ris<§es en ce qu'elles comportent, en outre, 
une vitamine ou 1'un de ses d^rivds tels que 1 'acetate de 
vitamine E. 

21. Compositions selon l'une des revendications 
15 Si 20, caract£ris£es en ce qu'elles comportent en outre 
]xn hydrolysat de prot^ines, notamment un hydrolysat d'd las- 
tine et/ou cie collagene* 
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22. Compositions selon l'une des revendications 
15 a 21, caract6ris«5es en ce que les polypeptides sont 
inclus dans des liposomes. 

23. Compositions selon la revendication 22, carac- 
terisdes en ce que les polypeptides sont preparers a partir 
de thymus de veau. 
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